
УДК 57.084.1 
DOI: 10.24884/1682-6655-2024-23-3-64-69

ю. а. ТаМИнКИна1, н. н. ПаВлИЧенКо1,  
е. Г. ГИлероВИЧ2, о. В. КИрИК2, Д. Э. КоржеВсКИй2

Опыт использования интракраниального введения  
эндотелина-1 для индукции ишемического повреждения  
головного мозга у крыс при оценке эффективности  
клеточной терапии
1 Общество с ограниченной ответственностью «Транс-Технологии», Санкт-Петербург, Россия 
192148, Россия, Санкт-Петербург, Железнодорожный пр., д. 40 
2 Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Институт экспериментальной медицины»,  
Санкт-Петербург, Россия 
197022, Россия, Санкт-Петербург, ул. Академика Павлова, д. 12 
E-mail: taminkina.yulia@gmail.com

Статья поступила в редакцию 19.11.23 г.; принята к печати 12.02.24 г.
Резюме
Введение. Ишемический инсульт занимает одно из первых мест среди причин инвалидизации и смертности населе-

ния. Одним из перспективных новых терапевтических методов является клеточная терапия. Для изучения клеточной 
терапии в лабораторных условиях важно выбрать подходящую экспериментальную модель инсульта. Экспериментальная 
модель с применением эндотелина-1 позволяет получить повреждение в корковых и подкорковых структурах мозга 
и при этом обладает малой травматичностью и относительной простотой в исполнении. Цель – оценить пригодность 
модели ишемического инсульта, воспроизведенной с помощью эндотелина-1, для анализа влияния клеточной тера-
пии на восстановительные процессы. Материалы и методы. Самцы крыс линии Вистар-Киото были распределены 
по группам: ложная операция (n=4), контроль (n=4), клеточный контроль (n=9), клеточная терапия (n=8). Для оценки 
повреждения использовали методы морфометрии и иммуногистохимии с антителами к NeuN, GFAP, нестину и вимен-
тину. Результаты. Установлено, что данная модель вызывает ишемическое повреждение в области, близкой к месту 
инъекции, с характерными клеточными реакциями. При определении объема повреждения обнаружена выраженная 
внутригрупповая вариабельность, что не позволило подтвердить ожидаемый эффект клеточной терапии. Заключение. 
Эндотелиновая модель ишемии головного пригодна для изучения клеточных реакций, развивающихся после ише-
мического инсульта, однако значительная вариабельность объема повреждения не позволяет ее рекомендовать для 
количественной оценки эффектов клеточной терапии.
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Summary
Introduction. Ischemic stroke is one of the leading cause of disability and death. One of the promising therapeutic methods 

is cell therapy. The choice of an appropriate experimental stroke model is of great importance for studying the restorative 
effect of cell therapy in the laboratory. An experimental model using endothelin-1 allows to induce damage in the cortical and 
subcortical brain structures, while being relatively easy to perform and less traumatic. Aim. To assess the effectiveness of an 

64 Ю. А. ТАМИНКИНА и др. 

  Ðåãèîíàðíîå êðîâîîáðàùåíèå è ìèêðîöèðêóëÿöèÿ / Regional blood circulation and microcirculation        2024; 23(3): 64–69



ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ (экспериментальные исследования) / ORIGINAL ARTICLES (experimental investigations)

Введение
Наиболее распространенной причиной наруше-

ний функций головного мозга является ишемия [1]. 
На сегодняшний день в литературе описано множе-
ство методов для индукции ишемического повреж-
дения, с помощью которых можно воспроизводить 
различные клинические случаи [2–5]. Однако под-
бор адекватной модели инсульта является сложной 
задачей. Особую важность выбор модели приобре-
тает,  если  планируется  изучение  действия  нового 
терапевтического  агента или  способа лечения,  по-
скольку требуется получить ишемическое повреж-
дение нервной ткани определенной степени тяжести 
в заданной области мозга.

Одним из перспективных подходов к воспроизве-
дению ишемического повреждения мозга может быть 
применение эндотелина-1 в качестве сосудосужива-
ющего средства, которое обеспечивает транзиторную 
ишемию в областях мозга, близких к месту инъекции. 
Преимущество метода перед наиболее распростра-
ненной моделью окклюзии средней мозговой артерии 
(СМА) [6–9] заключается в том, что вещество про-
никает  непосредственно  в  ткань мозга  в  заданной 
точке, это позволяет не учитывать индивидуальные 
особенности ветвления СМА, которые могут иметь 
место даже у линейных крыс [2]. С помощью дан-
ного метода можно стандартизовать локализацию и 
объем ишемического повреждения, варьируя дозу и 
количество точек введения эндотелина-1 по стерео-
таксическим координатам [10]. Данная модель экспе-
риментального инсульта должна характеризоваться 
малой  травматичностью,  хорошими  показателями 
выживания животных в эксперименте и возможно-
стью  моделирования  повреждения  практически  в 
любых  корковых и  подкорковых  структурах мозга 
[3, 11–13]. Именно поэтому она может быть предпо-
чтительной для исследования новых методов лечения 
ишемического  повреждения,  например  клеточной 
терапии [14, 15].

Цель нашей работы состояла в том, чтобы про-
верить пригодность модели ишемического инсуль-
та, воспроизведенной с помощью эндотелина-1, для 
анализа влияния клеточной терапии на восстанови-
тельные процессы.

Материалы и методы исследования
Исследовали головной мозг крыс-самцов линии 

Вистар-Киото (250–300 г, 3–4 месяца, Charles River 
Laboratories, EastLothian, UK). Научная работа про-

водилась на базе лаборатории Institute of Neurosci-
ence (Newcastle University, UK), лаборатории функ-
циональной морфологии центральной и перифери-
ческой  нервной  системы  отдела  общей  и  частной 
морфологии ФГБНУ ИЭМ (Санкт-Петербург, Россия) 
и научного отдела ООО «Транс-Технологии» (Санкт-
Петербург, Россия). 

Моделирование ишемического инсульта головно-
го мозга крысы. Для проведения экспериментально-
го инсульта использовали интракраниальное введе-
ние в мозг крысы эндотелина-1 (endotheline-1 (ET-
1), Sigma E7764). Протокол экспериментов одобрен 
Локальным этическим комитетом при ФГБНУ ИЭМ 
(протокол № 3/19 от 25.04.2019 г.). Все манипуляции 
с животными проводили под общей  анастезией  в 
соответствии с «Международными рекомендациями 
по проведению медико-биологических исследова-
ний с использованием животных» (CIOMS, Geneva, 
1985 г.). Голова крысы фиксировалась в стереотак-
сической системе (DualM, RWD, Китай). Согласно 
выбранным координатам, делали отверстия в костях 
черепа с помощью бормашины. Через них шпри-
цем Гамильтона в ткань мозга вводили эндотелин-1 
в физиологическом  растворе  в  концентрации  400 
пМоль/мкл [11] в три участка последовательно: пер-
вичная моторная кора, первичная соматосенсорная 
кора  и  стриатум  (на  уровнях  +0,2  мм,  +2,2  мм  и 
+0,7 мм относительно брегмы соответственно), по 
2 инъекции объемом 1 мкл в каждую область [16]. 
Эффект введения контролировали при помощи ла-
зерной допплерографии (лазерный флоуметр BLF21 
(Transonic, США)), резкое снижение кровотока (на 
90 %) в месте введения считали показателем успеш-
но проведенной манипуляции [11].

В  группе  «ложная  операция»  (ЛО,  n=4) живот-
ным  проводили  все  манипуляции  по  моделирова-
нию ишемического  повреждения,  но  без  введения 
эндотелина-1. В группе контроля животным после 
инъекции эндотелина-1 вводили в хвостовую вену 
0,8 мл физиологического раствора  (n=4),  в  группе 
клеточного контроля (n=9) и группе клеточной тера-
пии (n=8) животным после инъекции эндотелина-1 
вводили в хвостовую вену фибробласты дермы че-
ловека (ФБДч) и мультипотентные мезенхимальные 
стромальные  клетки  (ММСК)  в  физиологическом 
растворе соответственно [17–19].

Культивирование ММСК и фибробластов дер-
мы человека. ММСК  человека  и ФБДч  были  пре-
доставлены банком стволовых клеток ООО «Транс-

ischemic stroke model reproduced using endothelin-1 to analyze the results of general cellular therapy on recovery processes. 
Materials and Methods. Male Wistar-Kyoto rats were divided into groups: sham operation (n=4), ischemia control (n=4), cell 
control (n=9), cell therapy (n=8). Damage was assessed by using morphometry and immunohistochemistry with antibodies 
against NeuN, GFAP, nestin, and vimentin. Results. It has been established that this model causes ischemic damage in the area 
close to the injection site with characteristic cellular reactions. Assessing the size of the damage showed a large within-group 
variability, which did not allow us to confirm the expected effect of the cell therapy. Conclusion. The endothelin model of 
cerebral ischemia is suitable for studying the cellular reactions that develop after ischemic stroke, but the significant variability 
in the volume of damage does not allow it to be recommended for quantitative assessment of the effects of cell therapy.
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Технологии». После размораживания клетки нара-
щивали  по  общепринятой  методике  [20].  ММСК 
культивировали  в  полной  ростовой  среде,  содер-
жащей  αMEM  (Minimum  essential  medium,  Alpha 
modification) (79 %), FBS (Fetal bovine serum) (20 %), 
раствор пенициллина и  стрептомицина  (1 %)  (Hy-
Clone, Новая Зеландия) и bFGF (Basic fibroblast growth 
factor, Sigma, Германия) (0,01 %). ФБДч культивиро-
вали в полной ростовой среде, содержащей dMEM 
(Minimum essential medium, d modification) (88 %), 
FBS (10 %), L-glutamine (1 %), раствор пенициллина 
и стрептомицина (1 %) (HyClone, Новая Зеландия). 
Для  внутривенных  введений  клетки  в  количестве 
2×106 ресуспендировали в 0,8 мл физиологического 
раствора. 

Иммунофенотипирование ММСК и фибробла-
стов дермы человека. Клетки  фенотипировали  на 
проточном  цитофлуориметре  Epics  XL  (Beckman 
Coulter, США). ММСК КМ человека характеризова-
ли на наличие следующих маркеров: CD90 (PE-Cy5, 
R-Phycoerythrin-Cyanin 5), CD44 (FITC, Fluorescein 
isothiocyanate), CD105 (PE, R-Phycoerythrin)  (Beck-
man Coulter, США) и CD73  (PE, Becton Dickinson 
Biosciences, США). Также анализировали клетки на 
отсутствие маркеров гемопоэтических клеток CD34 
(PE), CD45 (FITC), CD11b (FITC), CD14 (PE) (Beck-
man Coulter, США). Для фенотипирования ФБДч ис-
пользовали моноклональные антитела CD90 (PE-Cy5, 
Beckman Coulter,  США).  Жизнеспособность  всех 
клеток  определяли  по  отсутствию  окраски  7AAD 
(7-Aminoactinomycin  D,  Beckman Coulter,  США). 
Анализ данных проводили в программе Kaluza (Beck-
man Coulter, США).

Гистологическое исследование. На 15-е сутки по-
сле экспериментального инсульта [21] наркотизиро-
ванным  животным  проводили  интракардиальную 
перфузию 4 % раствором параформальдегида (PFA) 
на фосфатно-солевом буфере (PBS, pH 7,4). Затем ак-
куратно вскрывали черепную коробку, извлекали мозг 
и погружали его на одни сутки в свежий раствор PFA. 
Обезвоживание и  заливку в парафин проводили по 
общепринятой методике. При помощи микротома по-
лучали фронтальные срезы толщиной 10 µm. Срезы 
монтировали на покрытые поли-L-лизином предмет-
ные стекла. В качестве обзорной окраски использо-
вали окрашивание толуидиновым синим по Нисслю.

Иммуногистохимическое окрашивание срезов 
головного мозга. Все  постановки  иммуногистохи-
мических  реакций  проводили  после  стандартной 
процедуры  депарафинирования,  регидратации  и 
высокотемпературного  демаскирования  в  модифи-
цированном цитратном буфере S1700 (Dako, Дания) 
с последующим блокированием эндогенной перок-
сидазы 3 % раствором перекиси водорода. Для им-
муногистохимического выявления зрелых нейронов 
головного мозга использовали моноклональные мы-
шиные антитела к ядерному белку нервных клеток 
NeuN  (Chemicon, США). Для определения  глиаль-
ной реакции использовали поликлональные кроли-
чьи антитела к глиальному фибриллярному кислому 
белку (ГФКБ) (RTU, Agilent, США); моноклональ-
ные мышиные антитела к виментину (Agilent, США); 

моноклональные мышиные антитела к нестину (BD 
Pharmingen, США).

Для выявления первичных антител для световой 
микроскопии использовали набор Reveal Polyvalent 
HRP DAB Detection System (Spring Bioscience, США). 
Визуализацию реакции проводили с использованием 
диаминобензидинового  хромогена  (DAB+, Agilent, 
США). После проведения иммуноцитохимических 
реакций часть срезов докрашивали гематоксилином.

Анализ препаратов и получение цифровых изо-
бражений  проводили  используя  микроскоп  Leica 
DM750 (Leica, Германия) и цифровую камеру ICC50 
(Leica, Германия). Анализ результатов иммунофлуо-
ресцентной реакции проводили с помощью лазерного 
конфокального микроскопа LSM 800 (Zeiss, Герма-
ния) и программы Zen-2012 (Zeiss, Германия). Мор-
фометрические измерения проводились в программе 
ImageJ (NIH).

Расчет объема повреждения и статистическая 
обработка данных. Оценку объема повреждения про-
водили на препаратах, окрашенных толуидиновым 
синим по Нисслю, в программе Image Scope (Leica 
Biosystems, США). Для каждого препарата рассчиты-
вали среднюю площадь повреждения. Полученные 
значения использовали в стандартной формуле для 
расчета объема повреждения при ручном подсчете:

Vповр = L × (N–1) × СУММАSповр,
где Vповр  –  объем поврежденной  части мозга;  L  – 
расстояние между срезами, на которых проводили 
измерение площади повреждения; N – количество 
срезов, на которых подсчитывали площадь повреж-
дения.

Статистическая  обработка  данных  проведена 
в  программе  StatGraphics Centurion  (StatPoint Inc., 
США). Данные представлены в виде медианы (межк-
вартильный размах – МКР). В  случае  соблюдения 
условий нормальности  распределения и  равенства 
дисперсий (оценивались при помощи критериев Ша-
пиро–Уилка и Бартлета) проводили дисперсионный 
анализ. Если условия применения дисперсионного 
анализа не соблюдались, использовали критерий Кра-
скела–Уоллиса. При обнаружении статистически зна-
чимого отличия между группами, проводили апосте-
риорное сравнение данных (после дисперсионного 
анализа – тест Тьюки, после теста Краскела–Уолли-
са – критерий Манна–Уитни–Вилкоксона). Критиче-
ским уровнем значимости был принят р<0,05.

Результаты исследования и их обуждение
Иммунофенотип ММСК и фибробластов дермы 

человека. ММСК  характеризовались  экспрессией 
специфических маркеров CD90, CD44, CD105, CD73, 
количество таких клеток составляло более 95 % от 
всей популяции (рис. 1, а–г). При этом они были не-
гативны по маркерам (менее 2 %), характерным для 
гемопоэтических клеток CD34, CD45, CD11b, CD14 
(рис. 1, д, е). Более 95 % клеток культуры фибробла-
стов дермы человека были иммунопозитивными к 
CD90 (рис. 1, з).

Характеристика гистологического материала. 
У животных из группы ЛО в нервной ткани голов-
ного мозга отсутствовали очаговые изменения и при-
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знаки дегенерации нейронов. В зависимости от лока-
лизации очага ишемии и степени деструкции ткани 
различали два типа дефекта: небольшое повреждение 
(затрагивало неокортекс, преимущественно сомато-
сенсорную и моторную области, иногда стриатум) 
и значительное повреждение (затрагивало большую 
часть неокортекса,  наружную капсулу и  хвостатое 
ядро). При значительном повреждении наблюдалась 
очаговая некротическая деструкция ткани, сопрово-
ждающаяся выраженной воспалительной реакцией.

Подсчет объема повреждения проводили во всех 
группах, кроме ЛО (n=21). Статистически значимой 
разницы в размере повреждения между группами не 
обнаружено  (критерий  Краскела–Уоллиса,  H=2,6, 
р=0,27). 

Размер инфаркта мозга существенно отличается 
у животных в пределах индивидуальных групп: ме-

диана (верхний и нижний квартили) в контрольной 
группе составляет 0,96 (0,00; 5,40), в группе с введе-
нием ФБДч – 3,60 (2,98; 762,3), в группе клеточной 
терапии – 0,13 (0,01; 8,13).

Мы обнаружили, что NeuN-позитивные нейроны в 
ядре инфаркта полностью отсутствуют. Оценку мор-
фофункционального состояния астроглии проводи-
ли с помощью иммуногистохимической реакции на 
белки промежуточных филаментов ГФКБ, виментин 
и нестин. На препаратах ГФКБ-иммунопозитивные 
клетки были равномерно распределены по всей пло-
щади среза ткани мозга. Вблизи области поврежде-
ния  наблюдалась  более  яркая  реакция  (рис.  2,  1). 
Виментин-иммунопозитивная реакция регистриро-
валась в эндотелии сосудов, эпендиме и в клетках, 
расположенных в виде широкой ленты по границе 
повреждения (рис. 2, 2), также в этой пограничной 

а б в г

д е ж з

Рис. 1. Результат иммунофенотипирования клеток. Иммунофенотип мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток: 
а – количество CD90+ клеток от всей популяции мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток составляет 99,92 %; б – CD105+ 

клеток – 95,44 %; в – CD73+ клеток – 96,3 %; г – CD44+ клеток – 97,92 %; д – CD14+ клеток – 0,05 %, CD11b+ клеток – 0,08 %; е – CD45+ клеток – 
0,11 %, CD34+ клеток – 0,1 %; ж – 7AAD+ клеток – 4,22 %. Иммунофенотип фибробластов дермы человека;  з – количество CD90+ клеток от всей 

популяции фибробластов дермы человека – 97,83 %
Fig. 1. Result of cell immunophenotyping. Immunophenotype multipotent mesenchymal stromal cells: a – the number of CD90 + cells from 
the entire Immunophenotype multipotent mesenchymal stromal cells population is 99.92 %; б – CD105+ cells – 95.44 %; в – CD73+ cells – 96.3 %;  

г – CD44+ cells – 97.92 %; д – CD14+ cells – 0.05 %, CD11b+ cells – 0.08 %; е – CD45+ cells – 0.11 %, CD34+ cells – 0.1 %; ж – 7AAD+ cells – 4.22 %. 
Immunophenotype human dermal fibroblasts;  з – the number of CD90 + cells from the entire human dermal fibroblasts population is 97.83 %

 
Рис. 2. Сканированные изображения мозга крысы. Иммуногистохимическая реакция против глиального  

фибриллярного кислого белка (1), виментина (2) и нестина (3). Масштабный отрезок равен 3 мм
Fig. 2. Rat brain scans. Immunohistohistochemistry reaction against glial fibrillary acidic protein (1), vimentin (2) 

and nestin (3). The scale line is 3 mm
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области отмечали присутствие нестин-иммунопози-
тивных клеток (рис. 2, 3).

Проведенное исследование подтвердило, что по-
рядок действий по воспроизведению эксперименталь-
ного инсульта с введением эндотелина-1 достаточно 
прост и не требует специальных навыков в области 
хирургии. При этом такой подход занимает гораздо 
меньше времени и менее травматичен по сравнению 
с операцией по проведению прямой коагуляции СМА 
[22]. Стоит, конечно, принять во внимание, что для 
введения эндотелина-1 в ткань головного мозга не-
обходимо нарушить целостность костей черепа. Од-
нако такие действия по нашему наблюдению не вли-
яют  на  дальнейшую жизнедеятельность животных, 
в отличие от экспериментального инсульта с прямой 
 коагуляцией СМА, где может происходить поврежде-
ние жевательных мышц, что затрудняет самостоятель-
ный прием пищи. В результате сложной и долгой опе-
рации (перманентная окклюзия СМА) увеличивается 
число летальных исходов. Таким образом, по уровню 
технической сложности модель с использованием эн-
дотелина-1 является сравнительно простой.

При введении эндотелина-1 были получены ин-
фаркты, затрагивающие кору и глубокие структуры 
головного мозга. По границе повреждения находится 
зона ишемической полутени, или пенумбра, в кото-
рой располагаются клетки, имеющие потенциальные 
возможности к восстановлению. В большинстве слу-
чаев  терапия постинсультного  состояния,  включая 
клеточную  терапию,  направлена  на  поддержание 
жизнеспособности нейронов именно в этой области. 
В случае успешного лечения происходит восстанов-
ление пограничной к очагу инфаркта ткани и область 
дефекта уменьшается, в случае неудачного лечения – 
увеличивается. В нашем исследовании наблюдалась 
большая вариабельность размеров повреждения, что 
не позволило нам установить положительные эффек-
ты от использования клеточной терапии. По литера-
турным данным получение устойчивого результата 
после  введения  эндотелина-1  (значительное  сни-
жение  кровотока  в месте  введения)  возможно при 
проведении  инфузии  на  расстоянии  не  более  чем 
0,5 мм от сосуда [11, 23]. Возможно, причиной пло-
хой воспроизводимости модели является наличие ин-
дивидуальной изменчивости ветвления дистальных 
частей СМА, которая встречается даже у линейных 
животных [4]. Нельзя исключить и влияние партий 
эндотелина-1, используемых в эксперименте [23].

Другая  возможная  причина  полученной  вариа-
бельности  –  разная  чувствительность животных  к 
введению эндотелина-1 [12, 23, 24]. Возможно, что 
для получения однородных по объему повреждений 
мозга при использовании эндотелина-1 критически 
важен объем мозга экспериментального животного.

Несмотря на  то,  что данная модель воспроизво-
дится у крыс со значительной вариабельностью объ-
ема  повреждения,  полученный  материал  позволяет 
провести оценку клеточных реакций, возникающих 
в ответ на ишемический инсульт [14]. Это заключе-
ние подтверждается присутствием различных типов 
клеток нервной ткани, претерпевающих реактивные 
изменения  в  отдаленный  постинсультный  период 

(15 суток). Использованная модель позволяет прове-
сти анализ интересующих областей с возможностью 
количественной оценки различных популяций клеток, 
что соответствует рекомендациям STAIR [25]. Веро-
ятно, негативные моменты, связанные с вариабельно-
стью размеров области инсульта при использовании 
эндотелина-1, отсутствуют в случае применения этого 
вазоконстриктора в остром эксперименте [26, 27].

Заключение
В представленной работе показано, что модель с 

внутрикраниальным введением эндотелина-1 техни-
чески легко воспроизводима в сравнении с другими 
методами индукции фокальной ишемии головного 
мозга.  Модель  пригодна  для  изучения  клеточных 
реакций,  развивающихся  после  ишемического  ин-
сульта, но в связи со значительной вариабельностью 
объемов повреждений нервной ткани, не может рас-
сматриваться в качестве модели выбора для оценки 
влияния клеточной терапии.
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